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Histochemiczne i biochemiczne badania kwaséw nukleinowych watroby 
z uwzględnieniem inkorporacji izotopu P? do RNA w doświadczalnej 
toksemii błoniczej 


Histochemical and Biochemical Studies of Nucleic Acids in the Liver in Diphtheric 
Toxaemia Including the Incorporation of Isotope P* into RNA 


Z niewielu prac opublikowanych dotychczas na temat wpływu toksyny bło- 
niczej na metabolizm komórki można stwierdzić, że powoduje ona zasadnicze za- 
burzenia w przemianach biochemicznych, prowadząc niejednokrotnie do śmierci 
komórki. Rozpatrując działanie toksyny należy wziąć pod uwagę rodzaj badanej 
komórki, gdyż komórki różnych narządów są w niejednakowym stopniu wrażliwe 
na działanie toksyny. Wg Szymońskiego i współautorów (1961) morfologiczne 
zmiany w narządach świnek morskich poddanych działaniu toksyny błoniczej wystę- 
powały w następującej kolejności: serce, nadnercza, nerki, wątroba. Zmianom mor- 
fologicznym towarzyszą zaburzenia biochemiczne: пр. wg Soroczana (1964) 
u myszy poddanych działaniu toksyny błoniczej w komórkach wątroby i we włók- 
nach mięśnia sercowego obok zmian strukturalnych, początkowo na krótki okres 
wzrastała ilość glikogenu, a następnie stopniowo malała. Filipowicz i wsp. 
(1955) podają, że w toksemii błoniczej uwidacznia się w pierwszym okresie dość 
duży wzrost kwasu pirogronowego, będącego jednym z głównych produktów prze- 
miany węglowodanowej. Podwyższenie poziomu tego kwasu we krwi związane jest 
z niedoborem witaminy В, (tiaminy) w pożywieniu, jednak w eksperymentalnej 
toksemii błoniczej ilość tiaminy całkowitej była wyższa o około 25% w stosunku 
do normy, a tylko stężenie pirofosforanu tiaminy uległo obniżeniu. 


Jest sprawą otwartą, w jaki sposób toksyna błonicza działa na układ cyto- 
chromowy i metabolizm fosforanów. Wg Pappenheimera (1956) w toksemii 
błoniczej następuje unieczynnienie układu cytochromowego. Natomiast Kłopo- 
towski (1961), przeprowadzając badania na tkance wątrobowej, nie znajduje 
odchyleń w prawidłowej funkcji układu cytochromowego i w przemianach fosfora- 
nowych. 

W dostępnej nam literaturze na temat działania toksyny błoniczej na komórkę 
pomijane jest zachowanie się kwasów nukleinowych w komórce, która zetknęła się 
z jadem. Funkcja RNA jest nierozerwalnie związana z syntezą białek, a białka 
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wchodza w sklad elementéw regulujacych wszystkie procesy biochemiczne w Ко- 
mórce. W naszej pracy przebadano kwasy nukleinowe w komórkach wątroby 
u zwierząt z doświadczalną toksemią błoniczą. Wątroba jest narządem wrażliwym 
na działanie toksyny błoniczej obfitującym zarówno w RNA, jak i DNA, będącym 
równocześnie podstawowym ogniwem regulującym przemianę materii żywego orga- 
nizmu. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Badania przeprowadzono na świnkach morskich wagi około 250 g i myszkach 
газу B-6 wagi 21—22g. Przy doborze zwierząt kierowano się ich specyficzną wrazli- 
wością na jad błoniczy. Z wątroby świnek morskich wykonywano homogenaty 
i skrawki histologiczne do oznaczania zawartości RNA i DNA a inkorporacje 
izotopu P82 do RNA przeprowadzano na myszkach, ponieważ były trudności z uzy- 
skaniem odpowiedniej ilości radioaktywnego fosforu. Mimo, że zarówno świnki 
morskie, jak i myszki rasy B-6 są w podobnie wysokim stopniu wrażliwe na toksynę 
błoniczą, przy omawianiu wyników badań zwrócono uwagę na różnice gatunkowe 
badanego materiału. 

Swinki morskie podzielono na dwie grupy doświadczalne. I grupa stanowiła 
kontrolę. Grupie II doświadczalnej wstrzykiwano dootrzewnowo 1 DLM toksyny 
błoniczej otrzymanej z Państwowej Wytwórni Surowic i Szczepionek w Lublinie. 
Świnki morskie zabijano przez dekapitację. 


Grupę doświadczalną podzielono na trzy podgrupy: 1 podgrupa zawierała 
zwierzęta, którym pobrano wątrobę po 15 godzinach działania toksyny. 2 podgrupie 
pobrano wątrobę po 42 godzinach, a 3 — po około 90 godzinach. Z części wyciętej 
wątroby we wszystkich badanych grupach zwierząt wykonywano skrawki histolo- 
giczne, utrwalano w płynie Serra i barwiono metodą Bracheta (dla RNA) wg ogól- 
nie przyjętych zasad, oraz jako uzupełnienie badań histochemicznych dokonano 
obserwacji w mikroskopie elektronowym. Wątrobę świnki morskiej utrwalano 
w czterotlenku osmu, odwadniano w alkoholach etylowych o wzrastających stęże- 
niach i zatapiano w metakrylanie n-butylu. Ultracienkie skrawki sporządzano 
nożem szklanym na ultramikrotomie Sitte OmU (C. Reichert, Wiedeń). Elektro- 
mikrofotogramy wykonywano przy użyciu mikroskopu elektronowego Elmi D; 
(C. Zeiss Jena). 

Pobierano także 10 g ilości tkanki wątrobowej, z których sporządzano homo- 
genaty w celu wyodrębnienia RNA i DNA, a w fazie wstępnej wykonywano z nich 
trwałe proszki dwoma następującymi metodami: 

I. Wg Kok i Opolskij (1960) homogenaty wykonywano w roztworze 
zimnego etanolu, następnie dwa razy ekstrahowano w mieszaninie etanolu i eteru 
(1:1 v/v) oraz dwa razy w eterze i suszono na powietrzu, otrzymując substancję 
sproszkowaną, dalej zwaną proszkiem A. 

II. Wg Caniewa i Markowa (1960) homogenaty wykonywano w 10% 
roztworze kwasu trójchlorooctowego, przemywano 5% kwasem trójchlorooctowym, 
a następnie ekstrahowano w etanolu, mieszaninie etanolu i eteru (1:1 v/v), oraz 
w eterze i suszono na powietrzu otrzymując substancję sproszkowaną, dalej zwaną 
proszkiem T. 

Z proszków A i T wyizolowywano kwasy nukleinowe, stosując dwie poniższe 
metody postępowania: 
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1. Metoda wg Davidsona 1 Smelle (1952) uzupełniona badaniami prze- 
prowadzonymi w następnych latach (Spirin i Biełozierski — 1956, Fleck 
iMunro — 1962), a uzyskany w osadzie DNA rozpuszczano wg metody Schnei- 
dera (1946). 

2. Metodą wg Schmidta-Thannhausera (1945), otrzymano roztwory 
kwasów nukleinowych przeznaczone do dalszych oznaczeń ilościowych. 

Pomiary spektrofotometryczne roztworów RNA z proszków A i T przeprowa- 
dzano na spektrofotometrze Unicam SP-500 w następujących długościach fal: 
260, 275, 280, 286 mp. Ilość RNA obliczano wg wzorów podanych przez Fleck 
i Munro (1962), Caniewai Markowa (1960), Warburga i Christiana 
(1941), a w celu porównania wyników oznaczano dodatkowo zawartość fosforu 
w oparciu o metode Horeckera i wsp. (1940). 

Korzystając z uprzejmości Pana Profesora dr Bronisława Filipowicza, Kie- 
rownika Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Łodzi, oraz Pana 
dr Andrzeja Lewandowskiego, asystenta tejże Katedry wykonano oznaczenia bio- 
chemiczne, jak również przebadano inkorporację izotopu PS do RNA. W celu 
określenia inkorporacji izotopu Р? do RNA badania przeprowadzono na myszach 
rasy B-6. Myszy podzielono na dwie grupy. 

Grupie pierwszej podano dootrzewnowo 1 DLM toksyny błoniczej. Po 15 go- 
dzinach działania toksyny podano dootrzewnowo myszom z grupy pierwszej 100 uc 
izotopu P3? w postaci roztworu ortofosforanu potasowego. Te samą dawkę izo- 
topu P® otrzymały myszy z grupy drugiej, stanowiącej kontrole. Po 15 min. od 
chwili podania izotopu P32 myszy zabijano przez przerwanie rdzenia kręgowego, 
pobierano wątrobę i natychmiast ją homogenizowano. 

Kwas rybonukleinowy otrzymano metodą fenolową wg Scherrera i Dar- 
nella (1962) z ominięciem siarczanu poliwinylu (Kurland 1960), oraz stosując 
roztwór Kirby (1956). Otrzymane roztwory wodne służyły do oznaczania kwasu 
rybonukleinowego wg metody spektrofotometrycznej i stanowiły czystą radioaktyw- 
nie frakcję RNA. 

W celu określenia ilości impulsów dla izotopu P3? wbudowanego w cząsteczki 
kwasu rybonukleinowego pobierano wodny roztwór RNA i oznaczano licznikiem 
cienkowarstwowym Geigera-Miillera połączonym z przelicznikiem LL-1. Impulsy 
oznaczano w ciągu 5 minut. Jednocześnie przebadano ilość impulsów w całkowitych 
homogenatach pobierając do oznaczenia 0,1 ml homogenatu, licząc impulsy w ciągu 
1 min. Dla określenia zaś stężenia RNA pobrane próbki oznaczano na spektro- 
fotometrze Unicam SP-500 w zakresie ultrafioletu, w długościach fal 260 i 280 ти. 
Jeżeli stosunek odczytu w 280 mu do odczytu w 260 mu jest bliski 0,5 to ilość 
kwasu rybonukleinowego obliczano wg odczytu w 260 mu. Współczynnik Е 
równy 1,000 (odczyt 1000) odpowiada w przybliżeniu 40 ug RNA. 


BADANIA WŁASNE 


W badaniach własnych uwzględniono: 1) badania histochemiczne 
i w mikroskopie elektronowym oraz 2) badania biochemiczne, w których 
uwzględniono: A) badania ilościowe DNA i RNA w homogenatach wą- 
trobowych, oraz В) inkorporację izotopu P32 do RNA. 
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1. Badania histochemiczne 


I. Grupa kontrolna: w preparatach przegladowych pobra- 
nych z watroby Swinki morskiej barwionych hematoksylina i eozyna 
uwidaczniala sie wyrazna struktura narzadu. Zyly $rodkowe mialy pra- 
widłowe średnice, między sznurami komórek znajdowały sie w skąpej 
ilości elementy tkanki łącznej. Komórki wątrobowe dwujądrzaste obser- 
wowano w niewielkiej ilości. Jądra komórkowe były duże, o wyraźnym 
zrębie chromatynowym, z przeciętnie dwoma jąderkami. Kwas губо- 
nukleinowy wybarwiony wg Bracheta układał się w formie drobnych 
ziarenek, które w okolicach przyjądrowych wykazywały dążność do zle- 
wania się w duże, wyraźne skupiska. W pozostałym obszarze cytoplazmy 
obserwowano pojedyncze, drobne odgraniczone od siebie i otoczenia zia- 
renka (ryc. 1). Odczyn barwny w jąderkach był podobny do uzyskanego 
w ziarenkach cytoplazmy. Poszczególne jąderka również nie różniły się 
od siebie intensywnością zabarwienia. Nie obserwowano także zmian 
w reakcji Bracheta między jąderkami znajdującymi się w jądrach ko- 
mórek jedno- i dwujądrzastych. 

П. Grupa doświadczalna: 

W 1 podgrupie doświadczalnej w wątrobie świnek morskich po 
15 godz. działania toksyny błoniczej nie obserwowano tworzenia się du- 
żych skupisk ziarnistości RNA w okolicach przyjądrowych, co wyraźnie 
uwidaczniało się w grupie kontrolnej (ryc. 2). Natomiast ziarenka z jed- 
nakowo nasilonym odczynem barwnym były równomiernie rozrzucone 
па przestrzeni całej cytoplazmy. Intensywność zabarwienia ziarenek 
i jąderek nie różniła się od siebie, jak również od obrazów uzyskanych 
w grupie kontrolnej. Liczba jąderek w jądrach nie uległa zmianie. 
Zauważono także, że światło naczyń krwionośnych w wątrobie świnek 
morskich było poszerzone, wypełnione elementami morfologicznymi krwi, 
co wiąże się z przekrwieniem narządu, wywołanym działaniem toksyny 
błoniczej (Orłowski 1950). Jak widać, obrazy uzyskane w grupie 
kontrolnej i 1 podgrupie doświadczalnej różniły się od siebie jedynie 
rozmieszczeniem ziarnistości w obrębie cytoplazmy i stanem czynnościo- 
wym naczyń krwionośnych. Intensywność odczynów barwnych w zia- 
renkach cytoplazmatycznych i јадегкасћ była podobna. 

W 2 podgrupie doświadczalnej, czyli po 42 godz. działania toksyny 
błoniczej obserwuje się w wątrobie świnek morskich znaczne poszerzenie 
naczyń krwionośnych w porównaniu nie tylko z grupą kontrolną, ale 
i z poprzednio opisywaną (ryc. 3). Naczynia krwionośne były obficie 
wypełnione krwią. W rozmieszczeniu, wielkości i intensywności zabar- 
wienia ziarnistości zawartych w komórkach nie było uchwytnych różnie 
w porównaniu z wątrobą pobraną od zwierząt po 15 godz. działania tok- 
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syny bloniczej. W obrazie jąderek nie było zmian w zestawieniu za- 
równo z grupą kontrolną, jak i 1 podgrupą doświadczalną. Zasadniczym 
zjawiskiem występującym w wątrobach tej grupy badanych zwierząt 
były także zmiany czynnościowe w obrębie naczyń krwionośnych, obja- 
wiające się znacznym ich poszerzeniem. : 

W 3 podgrupie do$wiadczalnej po 90 godz. dzialania toksyny bloni- 
czej (świnki padły) zwracała uwagę niewyraźna, zatarta struktura tkanki 
wątrobowej. Miejscami zupełnie znikał regularny układ komórek, które 
tworzyły skupienia o słabo widocznych granicach. Natomiast w poszcze- 
gólnych komórkach wątrobowych wyraźnie odznaczały się jądra, a w nie- 
których widać było 2—3 jąderka. Jąderka były dokładnie odgraniczone 
od otoczenia, wykazywały intensywny odczyn barwny. Zmienił się za- 
sadniczo obraz naczyń krwionośnych, które były znacznie zwężone i prze- 
ważnie puste. Ziarenka RNA były bardzo drobne, delikatnie odgrani- 
czone, rozrzucone gęsto w cytoplaźmie. Wśród nich można było zauważyć 
większe ziarenka podobne do opisanych w grupach poprzednich (ryc. 4). 
W opisywanej grupie zaznaczają się zmiany zarówno w układzie naczyń 
krwionośnych, jąderkach jak i w zachowaniu się ziarenek RNA. Należy 
podkreślić, że śmiertelna dawka toksyny błoniczej właśnie w około 
90 godz. od chwili jej podania powodowała zgon zwierząt doświadczal- 
nych. 

Zestawiając wyniki uzyskane z badań histochemicznych, można 
stwierdzić, że pod wpływem śmiertelnej dawki toksyny błoniczej w miarę 
upływu czasu od jej wstrzyknięcia zmieniał się układ i struktura ziar- 
nistości RNA, zachodziły zmiany w jąderkach jak również w stanie czyn- 
nościowym naczyń krwionośnych. 

Jako uzupełnienie badań histochemicznych wykonane zostały prepa- 
raty i fotografie w mikroskopie elektronowym. 

W grupie kontrolnej zaznaczały się wyraźnie granice między poszcze- 
gólnymi komórkami. Jądra miały kształt okrągły i owalny, o gładkich 
obrysach, otoczone były dwuwarstwową błoną. Warstwy brzeżne błony 
jądrowej wykazywały wybitną gęstość elektronową w porównaniu z war- 
stwą środkową. Jąderka występowały jako twory kuliste, wyraźnie od- 
graniczone od otoczenia. Struktura ich była zbita, gęstość elektronowa 
bardzo znaczna. Układały się na skraju jądra, tuż przy błonie. W obrazie 
poszczególnych komórek zwracały uwagę różnie ukształtowane mito- 
chondria oraz szereg wakuoli pustych elektronowo. Mitochondria ukła- 
dały się głównie w pobliżu błony komórkowej i jądrowej. Taki układ 
szczególnie wyraźnie obserwowano w grupie kontrolnej. 

W 1 podgrupie doświadczalnej po 15 godz. działania toksyny bło- 
niczej granice między komórkami nadal były dobrze widoczne. Zmieniło 
się położenie mitochondriów, które nie wykazywały typowego układu 
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tuż przy błonie jądrowej i komórkowej, а zajmowały cale wnętrze 
komórki. Pogłębiła się poza tym gęstość elektronowa mitochondriów 
i znacznie zwiększyła się ilość drobnych, okrągłych wakuoli pustych 
elektronowo. 

W obrazie 2 podgrupy doświadczalnej nie obserwowano uchwytnych 
różnic w porównaniu z obrazem grupy pierwszej. 

W 3 podgrupie doświadczalnej w wątrobie wystąpiły zmiany wska- 
zujące na znaczne zaburzenia metabolizmu komórki. Granice między 
komórkami stały się zatarte, miejscami zupełnie niewidoczne. W niektó- 
rych jądrach obserwowano objawy kariolizy. Jąderka stały się mniejsze, 
a w jądrach wielojąderkowych wykazywały osłabienie gęstości elektro- 
nowej i niekiedy mało wyraźnie odgraniczały się od pozostałych struktur 
jądrowych. Zmniejszała się ilość oraz gęstość elektronowa mitochondriów, 
zbliżając się do gęstości elektronowej cytoplazmy. Natomiast położenie ich 
nie uległo zmianie w porównaniu z grupą poprzednio opisywaną. 
Zwiększyła się wyraźnie objętość wakuoli, które przybrały kształty wy- 
dłużone. 

W wyniku analizy otrzymanych obserwacji z badań histochemicz- 
nych i mikroskopu elektronowego można stwierdzić zbieżność między 
zmianami histochemicznymi i strukturalnymi w komórkach wątrobowych 
pod wpływem toksemii błoniczej (ryc. 5, 6 i 7). 


2. Badania biochemiczne 


A. Badania ilościowe DNA i RNA w homogenatach 
wątrobowych. 


W oparciu o stosowane metody badań zestawiono w tabelach średnie 
zawartości DNA i RNA w wątrobie zwierząt kontrolnych i doświad- 
czalnych oraz zależność między zawartością DNA i RNA w wątrobach 
zwierząt doświadczalnych a czasem działania toksyny błoniczej. 

a) Średnie zawartości DNA w wątrobie zwierząt kontrolnych i do- 
świadczalnych. 

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane z proszków A i T otrzyma- 
nych wg stosowanych metod. Proszek T wykonany był z homogenatu 
w roztworze kwasu trójchlorooctowego. Proszek A otrzymany był z ho- 
mogenatu w roztworze alkoholu etylowego. Wyniki otrzymane wg me- 
{оду Davidsona i Smelle (1952) w przeliczeniu na P-DNA 
w przypadku proszku T były około dwa razy niższe od wyników dla 
proszku A. Ponieważ dalsze wyizolowywanie z proszku A uzyskanego 
wg Kok i Opolskij (1960) z homogenatów alkoholowych i z pro- 
szku T otrzymanego wg Caniewa i Markowa (1960) z homoge- 
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natów w kwasie trójchlorooctowym było identyczne, więc różnice mogły 
być spowodowane tylko podczas przygotowywania samych proszków. 

Wyniki uzyskane z proszku T metodą Schmidta-Thann- 
hausera (1945) były zbliżone do danych przedstawionych dla pro- 
szku A metodą Davidsona i Smelle (1952). Reasumując, można 
stwierdzić, że ilości P-DNA w przypadku proszku T były niższe niż 
w przypadku proszku A. 


Tab. 1. Stężenie P-DNA w ug/100 mg świeżej masy 
Concentration of P-DNA in ug/100 mg of fresh pulp 


Proszek A Proszek T 
Metoda Metoda Metoda 
Grupy Davidsona Davidsona Schmidta — 

zwierząt iSmelle iSmelle Thannhausera 

|2 [|3 1 |2 |3 IE MR. 
kontrolna 43,8 35 46,7 | 20 25 21,3 | 34,3 | 35,5 | 59,2 
15 godz 46,8 35 47,7 19 24 22,6 | 37,2 | 38 65,3 
42 godz 49,8 38 53,8 | 20 26,6 | 23,3 | 33,6 | 37,8 | 617 

90 godz 42,8 | 38 52,7 | 20,4 | 26,2 | 19,3 | 35,2 | 37,7 | 65 


Objaśnienia: 1. dane wg zawartości fosforu, 2. dane wg zawartości dezoksyry- 
bozy, 3. obliczenia Caniewa i Markowa z danych spektrofotometrycznych. 

Explanation: 1. data according to the content of phosphorus, 2. data according 
to the content of deoxiribose, 3. estimation according to Caniev and Markov, 
based on spectrophotometric data. 


Znaczne różnice między wynikami obliczonymi wg danych spektro- 
fotometrycznych oraz wyjątkowo wysokie wartości P-DNA otrzymanego 
wg metody Schmidta-Thannhausera (1945) dla proszku T 
były spowodowane różnymi metodami wyizolowywania DNA. Wprowa- 
dzony przez Markowa iCaniewa (1960) wzór dla wyliczania ilości 
P-DNA z danych spektrofotometrycznych odnosi się do szczurów. 
Świnki morskie mogą posiadać inny skład produktów rozkładu białek 
występujących razem z rozdzielonymi kwasami nukleinowymi i tym sa- 
nym mogą być inne odczyty na spektrofotometrze. Ponieważ brak innych 
wzorów przeliczeniowych dla świnek morskich, więc w celach porów- 
nawczych wzór ten jest całkowicie przydatny, gdyż wyniki otrzymane były 
analogiczne do danych uzyskanych wg zawartości fosforu i dezoksyry- 
bozy. Z podanej tabeli można stwierdzić, że praktycznie w czasie dzia- 
łania toksyny błoniczej ilość kwasu dezoksyrybonukleinowego nie ulega 
zmianom, względnie tylko minimalnym wahaniom w zależności od metody 
postępowania. 

b) Średnie zawartości RNA w wątrobie zwierząt kontrolnych i do- 
świadczalnych. 


Zbigniew Frelek 
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W tab. 2 widać, że obliczone ilości RNAwg Fleck i Munro (1962) 
Caniewa i Markowa (1960) oraz Warburga iChristiana 
(1941) z proszków A i T były zbliżone, przy czym wyniki uzyskane me- 
todą Schmidta-Thannhausera (1945) były wyższe od danych 
otrzymanych metodą Davidsona i Smelle (1952). Uzyskane ilości 
P-RNA z proszku A wg zawartości fosforu były niższe od obliczonych 
ilości P-RNA wg danych spektrofotometrycznych, natomiast w przy- 
padku proszku T uzyskano podobne zależności dla P-RNA otrzymanego 
metodą Schmidta-Thannhausera (1945). 

Z tab. 2 wynika, że następuje wzrost ilości RNA w homogenatach 
wątrobowych w miarę upływu czasu działania toksyny błoniczej. Naj- 
wyższe wyniki uzyskano w czwartym dniu od chwili podania śmiertelnej 
dawki toksyny błoniczej (w momencie zgonu zwierząt). Wielkości przed- 
stawionych zmian RNA są w dużym stopniu uzależnione od metody 
otrzymywania, sposobu oznaczania i obliczania kwasów nukleinowych. 
Ponieważ celem naszej pracy były oznaczenia tylko porównawcze, więc 
przyjęto je jako całkowicie wystarczające przy oznaczaniu wyników. 


В. Inkorporacja izotopu Р? do RNA. 


W grupie kontrolnej i grupie doświadczalnej uzyskano średnie dane 
spektrofotometryczne dla wątroby przedstawione w tab. 3. 


Tabela 3 
E280 
Grupy E260 E280 eni 
E260 
kontrolna | 0,514 0,271 0,527 


doświadczalna | 0,618 0,822 0,525 


Poniewaz dla czystego RNA drozdzowego stosunek Ене. wynosi 
w przyblizeniu 0,5 stwierdzono, ze uzyskane preparaty sa tylko w mi- 
nimalnym stopniu zanieczyszezone bialkiem. Zanieczyszezenie bialkiem 
w obliczeniach porównawczych zostało zniwelowane, ponieważ w grupie 


kontrolnej i doświadczalnej procent białka był taki sam, gdyż dla obu 
grup stosunki =" były identyczne (0,527 i 0,525). 

Po zastosowaniu współczynnika єз. i uwzglednieniu 30-krotnego 
rozcienezenia uzyskano $rednie ilosci RNA w grupie kontrolnej i do- 


$wiadczalnej przedstawione w tab. 4. 


Jak widać z porównania wyników dla zwierząt kontrolnych i do- 
świadczalnych uzyskano większe stężenie RNA w wątrobie myszek, bę- 
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Tab. 4. Stezenie ЕМА w ug/ml 
Concentration of RNA in ug/ml 


Е260 |. E260 
G E _ 269 2260. 
FEY, 260 0,025 0,025 30 
kontrolna 0,514 20,56 | 617 
doświadczalna 0,613 24,5 | 785 


dacych pod dzialaniem toksyny bloniczej (о okolo 20%). W dalszych ba- 
daniach po uwzględnieniu poprawki na tło (radioaktywność atmosfery) 
uzyskano średnie wartości radioaktywności właściwej dla obu grup 
przedstawione w tabeli 5, gdzie aktywność właściwa (AS) jest obliczona 
wg wzoru: AS = ilość impulsów/min/P-RNA w ug. 


Tabela 5 
: Ilość impulsów Ilość impulsów 
G I lsy | Tio > д AS 
nd BE dla RNA/5'/mi| dla RNA/I'/ml 
kontrolna | 213 | 865 1265 | 25,3 0,041 
ens | 18,7 0,017 


| doswiadezana _ | — 150 | 865 


Zakladajac, ze aktywnosé wlasciwa grupy kontrolnej stanowi 100%, 
uzyskano dla grupy doswiadczalnej 42%. Powyzsze wyniki wskazuja, ze 
aktywnosé wlasciwa (AS) szybko znakujacego sie RNA odpowiedzial- 
nego za syntezę białka w ciągu 15 min. wbudowywania sie izotopu P3? 
zmalała w grupie doświadczalnej o około 60% w stosunku do grupy 
kontrolnej. 

W celu porównania aktywności właściwej RNA w grupie kontrolnej 
i grupie doświadczalnej z wielkością inkorporacji izotopu Р%? do wątroby 
jako całości w obu grupach przebadano ilości impulsów w całkowitych 
homogenatach wątroby, pobierając do oznaczania 0,1 ml homogenatu 
oraz licząc średnio ilość impulsów w ciągu 1 minuty. Wyniki przedsta- 
wiono w tab. 6. 


Tabela 6 
Ilość impulsów na | | Ilość impulsów homo- 
Т!о 
Grupy | 1°/0,1 ml | | genatu na 1'/0,1 ml 
kontrolna | 3 868 із | 3 855 
doświadczalna | 2 745 13 | 2 732 


Z powyższych danych wynika również, że znakowanie całkowitego 
homogenatu wątrobowego spada w grupie doświadczalnej o około 25% 
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w stosunku do wątroby kontrolnej. Wartości w grupie doświadczalnej 
dła poszczególnych zwierząt były zgodne, a wartości w grupie kontrolnej 
wykazywały duże wahania. 

W celu porównania ilości izotopu P3? znajdującego się w całej watro- 
bie kontrolnej i doświadczalnej oraz w kwasie RNA wyizolowanym 
z wątroby kontrolnej i doświadczalnej obliczono ilości impulsów w ca- 
łym homogenacie wątrobowym przedstawione w tabeli 7. 


Tabela T 
G Waga watroby| Ilość homo- Ilość impul. Ilość impul. 
rupy 
wg genatu w ml 0,1 mi na homogenat 
kontrolna 1, 47 | 7,5 3 855 | 289 125 
do$wiadczalna 1,876 | 7,4 2 732 | 202 168 


Wyniki przedstawione w tab. 7 wskazują, że ilość impulsów w całym 
homogenacie z wątrób zwierząt doświadczalnych jest niższa od ilości 
impulsów w całym homogenacie z wątrób kontrolnych o około 25%. 

Reasumując dane liczbowe zebrane w przedstawionych tabelach 
można stwierdzić, że aktywność właściwa szybko znakującego się RNA 
w grupie zwierząt doświadczalnych jest około 60% niższa od aktywności 
właściwej szybko znakującego się RNA w grupie zwierząt kontrolnych. 
Ilość impulsów w całym homogenacie z wątrób zwierząt doświadczal- 
nych jest o około 25% niższa od ilości impulsów w całym homogenacie 
wątrobowym z grupy zwierząt kontrolnych. 

Ogólnie można przypuszczać, że zmniejszenie się aktywności właści- 
wej szybko znakującego się RNA z wątrób zwierząt doświadczalnych 
jest ściśle związane ze zmniejszeniem się ilości impulsów w homogenacie 
z całej wątroby zwierząt doświadczalnych, czyli z mniejszą zawartością 
izotopu P?? w wątrobach zwierząt doświadczalnych. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Metody wyizolowywania i obliczania kwasów nukleinowych z tkanek 
są szeroko rozbudowane, a w związku z tym dobranie najodpowiedniej- 
szych sposobów postępowania nastręcza pewne trudności. W przedsta- 
wionych badaniach z najbardziej znanych metod: Schneidera (1945), 
Ogura-Rosena (1950) oraz Schmidt-Thannhausera (1945) 
zastosowano przede wszystkim tę ostatnią, pozwalającą na bardzo do- 
kładne oddzielenie RNA od DNA. W metodzie Schneidera (1945, 
1946), pierwotnie opartej na ekstrakcji RNA i DNA przy pomocy kwasu 
trójchlorooctowego, który w znacznym stopniu pochłania promieniowa- 
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nie w zakresie ultrafioletu, а у nastepnych modyfikacjach przy pomocy 
kwasu nadchlorowego, który w minimalnym stopniu pochłania promie- 
niowanie w zakresie ultrafioletu, nie uzyskuje się rozdziału kwasów nu- 
kleinowych. Natomiast w metodzie Ogura-Rosena (1950) DNA 
przechodzi częściowo do RNA. Do przeprowadzenia badań w naszych 
warunkach konieczne było sporządzenie trwałych proszków z tkanki wą- 
trobowej. W tym celu wybrano dwie różne metody: Kok iOpolskij 
(1960) oraz Caniewa i Markowa (1960) pozwalające na dokladniej- 
szą interpretację uzyskanych wyników. 

Metodą Kok iOpolskij (1960) uzyskuje się trwałe proszki z ho- 
mogenatów otrzymanych w środowisku bezwodnym, a metodą Ca- 
niewa i Markowa (1960) z homogenatów sporządzonych w wod- 
nym roztworze kwasu trójchlorooctowego. Z uzyskanych wyników na- 
suwa się wniosek, że w przeważającej większości badań ilości RNA otrzy- 
mane z proszków wykonanych metodą Kok i Opolskij (1960) 
były wyższe od ilości RNA z proszków sporządzonych wg Caniewa 
i Markowa (1960). Można przypuszczać, że podczas homogenizacji 
w zimnym wodnym roztworze kwasu trójchlorooctowego nastąpiły pewne 
straty RNA. Wg Kaplana i Greenberga (1944) wymywanie 
z tkanki zhomogenizowanej związków rozpuszczalnych w kwasach przy 
pomocy kwasu trójchlorooctowego w 0°C nie powoduje strat kwasu 
fosforowego związanego z podstawowym łańcuchem kwasu nukłeino- 
wego, gdyż ulega oha bardzo powoli hydrolizie w zimnym kwasie trój- 
chlorooctowym. Jednak należy tu podkreślić, że przemywanie zimnym 
kwasem nie zmienia temperatury tkanki zhomogenizowanej, natomiast 
podczas homogenizacji w zimnym kwasie trójchlorooctowym może na- 
stąpić lekkie podwyższenie temperatury, powodując niewielkie straty 
P-RNA. 

W badaniach spektrofotometrycznych oznaczano RNA i DNA w za- 
kresie ultrafioletu w długościach 260—290 mu, ponieważ wg David- 
sona (1957) kwasy nukleinowe intensywnie pochłaniają światło w tych 
długościach fal dzięki zawartym w nich purynom i pirymidynom. 
Davidson (1957) podaje, że pochłanianie światła w wyżej podanym 
zakresie przez sumę nukleotydów, otrzymanych podczas hydrolizy poli- 
nukleotydów jest wyższe niż samych polinukleotydów. Wyniki z ozna- 
czania wg metody spektrofotometrycznej ilości RNA wyizolowanego 
z proszków A i T metodą Davidsona i Smelle (1952) były 
niższe od danych otrzymanych metodą Schmidta-Thannhau- 
sera (1945), ponieważ w metodzie pierwszej (1952) oznaczano RNA 
w formie polinukleotydów natomiast w metodzie drugiej (1945) w formie 
nukleotydów. W naszych badaniach znaczne rozpiętości między uzyska- 
nymi ilościami kwasów nukleinowych otrzymanych przy pomocy stoso- 
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wanych metod były zgodne z obserwacjami Schmidta-Thann- 
hausera (1945) oraz Schneidera i Kluga (1946). Według 
Schmidta-Thannhausera (1945) dla wątroby szczura P-RNA 
= 77—110 mg/100 g świeżej masy, P-DNA = 21—25 mg/100g świeżej 
masy, a wg Schneidera i Kluga (1946) dla wątroby szczura 
P-RNA = 55—71 mg/100g świeżej masy, P-DNA = 20,8—31,3 mg/100 g 
świeżej masy. 

Należy podkreślić, że w naszych badaniach średnie ilości DNA otrzy- 
mane stosowanymi metodami w minimalnym stopniu różniły się między 
grupą zwierząt kontrolnych i doświadczalnych. Powyższe wyniki są 
zgodne z obserwacjami Brodskiego (1960). Davidson i Leslie 
(1950) podają, że jądra komórkowe zawierają stałą ilość DNA, charakte- 
rystyczną dla danego gatunku. Wyżej cytowani autorzy twierdzą, że DNA 
może być z całą pewnością uważany za najbardziej stały ze wszystkich 
składników komórki. W naszych badaniach obserwowano nie zmienione 
ilości DNA, w związku z tym można uważać, że w toku doświadczenia 
liczba jąder pozostała również nie zmieniona. Jednak w badaniach 
w mikroskopie elektronowym można było zauważyć, że część jąder komó- 
rek wątrobowych uległa częściowej kariolizie. Ponieważ średnia zawar- 
tość DNA pozostała stała, nasuwa się przypuszczenie, że kwas dezoksy- 
rybonukleinowy w jądrach ulegających częściowej kariolizie nie został 
rozłożony. Przy stałej zawartości DNA w badanych grupach ilości RNA 
ulegały wyraźnym zmianom. 

Ilość RNA w pierwszej i drugiej podgrupie doświadczalnej zwiększała 
się w niewielkim stopniu, a dopiero w trzeciej, tj. w około 90 godzin 
od chwili podania śmiertelnej dawki toksyny błoniczej wyraźnie wzrosła. 
Powyższe dane uzyskano na podstawie analizy biochemicznej. Natomiast 
w badaniach histochemicznych nie można było zmian tych dokładnie 
ustalić, ponieważ uległa zmianie struktura i barwliwość ziarnistości RNA. 
W grupie kontrolnej ziarenka RNA były duże i miały tendencję do two- 
rzenia skupisk w okolicach jąder, sprawiając wrażenie intensywniej wy- 
barwionych niż np. w trzeciej podgrupie doświadczalnej, w której drobne, 
delikatne ziarenka były równomiernie rozproszone w cytoplazmie. 
W związku z tym jąderka znacznie wyraźniej uwidoczniły się właśnie 
w trzeciej podgrupie doświadczalnej. Jaderka, wg Andersona 
i Beamsa (1956) oraz Chenga (1959) zawierają cząsteczki rybo- 
nukleoproteidu identyczne z ziarnistościami rybozomalnymi cytoplazmy. 
Brachet (1959) i Niebrój (1959) wskazują, że RNA może być 
syntetyzowany zarówno w jądrze, jak i cytoplaźmie, przy czym synteza 
RNA w jądrach jest wielokrotnie większa niż w cytoplaźmie (Brodskij 
1961). Oba rodzaje kwasów nukleinowych: cytoplazmatyczny i jądrowy 
w jednakowym stopniu wybarwiają się pironiną. Gieorgijew (1961) 
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oraz Samarina i Gieorgijew (1960) w swoich badaniach nad 
synteza bialck wykazaii, ze kwas nukleinowy jadrowy i cytoplazma- 
tyczny posiadaja podobna funkcje w procesie syntezy bialka. 

W okolo 90 godzin od chwili podania toksyny bloniczej (bezpo$rednio 
po zgonie zwierzat) obraz jaderek obserwowany w mikroskopie elektro- 
nowym uleg! cze$ciowym zmianom. W stosunku do kontroli jaderka byly 
przewaznie mniejsze, wykazywaly rozluznienie struktury. Zmiany w ја- 
derkach pod wpływem bodźców działających na komórkę świadczą о ży- 
wym ich udziale w przemianie materii komórki (Miętkiewski, 
Kozik 1959). Istnieje również pewna zależność w komórkach wątro- 
bowych między zawartością glikogenu i kwasów nukleinowych. 
Myśliwski i Michalik (1963) podają, że komórki zawierające 
znaczne ilości glikogenu mają mało kwasów nukleinowych. W doświad- 
czalnej toksemii błoniczej obserwacje Soroczana (1964 praca magi- 
sterska) wykazały spadek zawartości glikogenu w komórkach wątrobo- 
wych, szczególnie bezpośrednio po zgonie zwierząt. W naszych badaniach 
w końcowym etapie toksemii błoniczej czyli po zgonie zwierząt obser- 
wowano zwiększenie ilości kwasu rybonukleinowego, co może być 
w związku ze zmniejszoną zawartością glikogenu. Zmianom w zakresie 
biochemii i histochemii kwasów nukleinowych towarzyszą również zmiany 
morfologiczne w tkance wątrobowej. W mikroskopie optycznym obserwo- 
wano zatarcie struktur zrazików wątrobowych i zmiany czynnościowe 
naczyń krwionośnych w zależności od czasu trwania toksemii błoniczej. 

Mikroskop elektronowy wskazał na zmiany w mitochondriach, jądrach, 
jąderkach i wakuolach cytoplazmatycznych. Obraz mitochondriów zmie- 
nia się znacznie w zależności od różnorodnych czynników, działających 
na organizm i np. tylko 8-godzinne przetrzymywanie żab w temperatu- 
rze 40°C powodowało bardzo wyraźne zmiany struktury i gęstości elektro- 
nowej mitochondriów w komórkach watrobowych (Latalski 1968). 

W celu uzupełnienia badań ilościowych i histochemicznych starano 
się również wykazać wpływ początkowych stadiów toksemii błoniczej 
na inkorporację izotopu P?? do szybko znakujacego sie RNA. Wyników 
badań histochemicznych i biochemicznych nie porównujemy z wynikami 
uzyskanymi przez wbudowywanie izotopu PS do RNA jądrowego, po- 
nieważ były one przeprowadzone na różnych gatunkach zwierząt. Inkor- 
porację wykonano na wątrobie myszek, a poprzednie badania na wątrobie 
świnek morskich. Sisakian (1963) uważa, że wysoko spolimeryzo- 
wany kwas rybonukleinowy jądra charakteryzuje się bardzo szybką in- 
korporacją izotopów w odróżnieniu do RNA rybozomalnego. Ponieważ 
badania izotopowe pozwalają na wykrycie już bardzo niewielkich odchy- 
leń od normy, zostały przeprowadzone w okresie rozwoju toksemii bło- 
niczej kiedy jeszcze zmiany biochemiczne i histochemiczne są trudno 
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uchwytne. Z uzyskanych wyników można zauważyć, że mimo niewiel- 
kiego wzrostu ogólnej ilości kwasu rybonukleinowego zmniejszyła się 
zdecydowanie bo o około 60% w stosunku do normy aktywność właściwa 
szybko znakującego się RNA. W naszych badaniach w początkach tok- 
semii błoniczej ogólna zawartość RNA w komórkach wątrobowych pozo- 
stawała bez widocznych zmian. W tym okresie zwierzęta jeszcze pra- 
widłowo spożywały pokarmy. Wg Davidsona (1957) ilość RNA 
w komórkach wątrobowych jest zależna od przyjmowanego z pokarmem 
białka. Natomiast proces wbudowywania się izotopu P32 do szybko zna- 
kującego się RNA uległ wyraźnemu zmniejszeniu. Munro i współpra- 
cownicy (1953) podają, że stopień włączania izotopu РЗ? do szybko zna- 
kującego się RNA nie zależy od ogólnej ilości RNA, a od ilości dostar- 
czonej energii. Ponieważ w naszym doświadczeniu zmalała aktywność 
RNA jądrowego można przypuszczać, że związane jest to ze zmniejsze- 
niem się przemian energetycznych w komórce wątrobowej po podaniu 
toksyny błoniczej. Na uwagę zasługuje fakt, że aktywność właściwa RNA 
u poszczególnych zwierząt w grupie kontrolnej wykazywała dość znaczne 
rozbieżności, a aktywność właściwa RNA w grupie zwierząt doświadczal- 
nych nie wykazywała prawie żadnych różnic między osobnikami. Tłuma- 
czyć to można indywidualnym oddziaływaniem zdrowych zwierząt na 
bodziec, co prawdopodobnie zanika w trakcie rozwoju toksemii błoniczej. 

Analiza badań przeprowadzonych na tkance wątrobowej w czasie 
trwania doświadczalnej toksemii błoniczej nasuwa następujące spostrze- 
żenia: 

1. pod wpływem toksyny błoniczej następują zmiany morfologiczne 
w tkance wątrobowej oraz czynnościowe w zakresie naczyń krwionośnych, 
przy czym ilości RNA wzrastają szczególnie wyraźnie po zgonie zwierząt. 

2. W miarę upływu czasu działania toksyny błoniczej zmienia się 
struktura, rozmieszczenie i barwliwość ziarenek RNA (od zbitych, inten- 
sywnie wybarwionych skupisk ziarnistości do delikatnie rozproszonych 
w całej cytoplaźmie). 

3. W mikroskopie elektronowym w doświadczalnej toksemii błoni- 
czej obserwuje się zmiany w jądrach, jąderkach, mitochondriach i wakuo- 
lach cytoplazmatycznych. 

4. Aktywność właściwa RNA, wyrażająca się stopniem inkorporacji 
P32 do RNA maleje w początkach toksemii błoniczej, co może wskazywać 
na osłabienie metabolizmu komórek wątrobowych. 

5. Pod wpływem toksyny błoniczej nie można ujawnić uchwytnych 
różnie w ilościach DNA w tkance wątrobowej. 
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OBJASNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Wątroba świnki morskiej. Preparat kontrolny. Barwienie wg metody 
Bracheta. W komórkach wątrobowych znajdują się skupiska RNA. Naczynia krwio- 
nośne o prawidłowym świetle, widoczne poza tym elementy tkanki łącznej. Mikro- 
skop Lumipan С. Zeiss, Jena. Obiektyw 40 X. Okular 12,5 X. Mikrofot. Exacta 
Varex Ila. 

Ryc. 2. Watroba $winki morskiej po 15 godzinach dzialania toksyny bloniczej. 
Barwienie wg metody Bracheta. Ziarnistości RNA w komórkach watrobowych nie 
tworzą skupisk w okolicach przyjądrowych, natomiast są równomiernie rozrzucone 
w cytoplaźmie. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 12,5 X. 
Mikrofot. Exacta Varex IIa. 

Вус. 3. Watroba $winki morskiej po 42 godzinach dziatania toksyny bloniczej. 
Barwienie wg metody Bracheta. Ziarenka ЕМА rozrzucone w cytoplaimie komórek 
watrobowych. Poszerzone Znacznie naczynia krwiono$ne, wypelnione elementami 
morfologicznymi krwi. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 
12,5 X. Mikrofot. Exacta Varex Па. 

Ryc. 4. Watroba $winki morskiej po 90 godzinach dzialania toksyny btoniczej. 
Barwienie wg Bracheta. Drobne delikatne ziarenka ЕМА rozproszone w cytoplaimie 
komórek watrobowych. Jąderka wykazują wybitny odczyn pironinochłonny. Mikro- 
skop Lumipan С. Zeiss, Jena. Obiektyw 20X. Okular 12,5X. Mikrofot. Exacta 
Varex Ila. 

Ryc. 5. Watroba myszki rasy B-6. Preparat kontrolny. Powiekszenie 11000 X. 

Ryc. 6. Wątroba myszki газу B-6 po 15 godzinach działania toksyny błoniczej. 
Powiększenie 11000 X. 

Ryc. 7. Wątroba myszki rasy B-6 po 90 godzinach działania toksyny błoniczej. 
Powiększenie 11000 X. 


Гистохимические и биохимические исследования нуклеиновых кислот 
печени при экспериментальной дифтерийной токсемии с учетом 
инкорпорации изотопа P?? к RNA 


Резюме 
Исследования поведения нуклеиновых кислот в ткани печени под 
влиянием смертельной дозы дифтерийного токсина проводились при 
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помощи биохимических методов с учетом инкорпорации изотопа РЗ? 
к ВМА и гистохимических методов, дополненных наблюдениями 
в электронном микроскопе. Подопытными животными были мор- 
ские свинки, только при инкорпорации из-за трудностей в получе- 
нии изотопа P*? использовались белые мыши расы B-6. Полученные 
результаты позволяют утверждать, что дифтерийные токсины вы- 
зывают нарушения в метаболизме клеток, особенно выступающие 
после смерти животных. Обнаруживались также изменения в коли- 
честве и структуре ВМА, в то время как ОМА остался без измене- 
ний. Одновременно с биохимическими изменениями в клетке про- 
являлись изменения в ядрах, ядрышках, митохондриях и цитоплаз- 
матических вакуолях. 


Histochemical and Biochemical Studies of Nucleic Acids in the Liver 
in Diphtheric Toxaemia Including the Incorporation of Isotope Р? 
into RNA 


Summary 


The effect of a lethal dose of diphtheric toxin on the behaviour 
of nucleic acids in the hepatic tissue was examined with biochemical 
methods, including the incorporation of isotope Р?? into RNA, as well 
as histochemical methods supplemented by electron microscopic observa- 
tions. Experiments were performed on guinea pigs. White mice of breed 
B-6 were used only for the incorporation because of some difficulty in 
obtaining isotope P32. It was observed that diphtheric toxin caused dis- 
turbances in the metabolism of hepatic cells, especially distinct on 
postmortem examinations. Some variations in the volume and structure 
of RNA occurred. DNA remained unchanged. Biochemical changes in the 
cell were observed to occur simultaneously with some lesions in the 
nuclei, nucleoli, mitochondria, and cytoplasmic vacuoles. 


EXPLANATION TO FIGURES 


Fig. 1. Guinea pig liver. Control preparation. Staining according to Brachet. 
Aggregations of RNA in the hepatic cells. Normal lumen of blood vessels. Elements 
of the connective tissue are visible. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 
40 х. Ocular 12.5 X. Microphot. Exacta Varex Ila. 

Fig. 2. The liver of a guinea pig after 14 hrs. of the activity of diphtheric toxin. 
Brachet’s staining. RNA granulations in the hepatic cells are not aggregated in the 
perinuclear parts but are evenly distributed in the whole cytoplasm. Microscope 
Lumipan C. Zeiss, Jena, Objective 20 X, occular 12.5 X. Microphot. Exacta Varex IIa. 
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Fig. 3. The liver of a guinea pig after 42 hrs. of the activity of diphtheric 
toxin. Brachet’s staining. RNA granules dispersed in the cytoplasm of the hepatic 
cells. Blood vessels considerably dilated are filled up with morphological elements 
of blood. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 20 X. Ocular 12.5 X. Micro- 
phot. Exacta Varex Па. 

Fig. 4. The liver of a guinea pig after 90 hrs. of the activity of diphtheric toxin. 
Brachet’s staining. Minute RNA granules are dispersed in the cytoplasm of the 
hepatic cells. Nucleoli show strong pyrone-absorptive reaction. Microscope Lumipan 
С. Zeiss, Jena. Objective 20 Х. Ocular 12.5 X. Microphot. Exacta Varex Па. 

Fig. 5. The liver of a white mouse of breed B-6 following 15 hrs. activity of 
diphtheric toxin. 

Fig. 6. The liver of a white mouse affected by the activity of diphtheric toxin 
for 15 hrs. Magn. 11,000 Х. 

Fig. 7. The liver of a white mouse affected by the activity of diphtheric toxin 
for 90 hrs. Magn. 11,000 X. 
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